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Resumen
En este proyecto se lleva a cabo el disen˜o de una planta de biopro-
duccio´n de a´cido la´ctico a partir de residuos de la agricultura, para ser
ma´s concretos de la melaza. Se plantea su viabilidad, as´ı como los pros
y contras de usar este tipo de materia prima. Se ha llevado a cabo su
escalado con las condiciones o´ptimas, el equipamiento necesario para
producir una cantidad de la cuota de mercado e incluso para poder
ampliarlo con el tiempo, con un proceso de purificacio´n que actualmen-
te es aque´l en que se obtiene mayor cantidad de producto. Tambie´n
se llevo´ a cabo la estimacio´n de costes y su amortizacio´n, junto con
una parte de la legislacio´n que regula el riesgo y la proteccio´n de este
proceso.
Resum
En aquest projecte es du a terme el diseny d’una planta de biopro-
duccio´ d’a`cid la`ctic a partir de residus de l’agricultura, per a ser me´s
concrets de la melassa. Es planteja la seua viabilitat, aix´ı com els pros
i contres d’utilitzar aquest tipus de mate`ria prima. S’ha dut a terme
el seu escalat amb les condicions me´s o`ptimes, l’equipament necessari
per a produir una quantitat de la quota de mercat i inclu´s per poder
ampliar-ho amb el temps, amb un proce´s de purificacio´ que actualment
e´s aquell en que` s’obte´ major quantitat de producte. Tambe´ es va dur
a terme l’estimacio´ de costos i la seua amortizacio´, junt amb una part
de la legislacio´ que regula el risc i la proteccio´ d’aquest proce´s.
Abstract
In this project is carried out the design of a bioproduction plant
of lactic acid from agricultural residues, to be more precise of the
molasses. It’s considered his viability, as well as the pros and cons of
using this type of raw material. It has been carried out his scaling with
the optimal conditions, the necessary equipment to produce an amount
of the market share and even to expand it in the course of time, with
a purification process that is currently the one in which the greatest
amount of product is obtained. Cost estimation and amortization was
also carried out, together with a part of the legislation that regulates
the risk and protection of this process.
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1 Introduccio´n
1.1 A´cido la´ctico
El a´cido la´ctico o a´cido 2-hidroxipropanoico segu´n la IUPAC, es un compuesto
orga´nico natural producido por nuestro organismo como consecuencia del
metabolismo glucol´ıtico anaero´bico de la glucosa. Fue descubierto en 1.780
por Carl Wilhelm Scheele, al aislarlo de la leche agria, aunque no fue hasta
el siglo XIX cuando primero Blondeaur(al reconocerlo como un producto
de la fermentacio´n) y posteriormente Littleton al iniciar la fermentacio´n a
escala industrial, cuando alcanzo un gran intere´s en la industria.[1] La fo´rmula
qu´ımica del a´cido la´ctico es C3H6O3, con la estructura espacial que podemos
ver en la Figura 1 y un peso molecular de 90,080 g/mol. Es una mole´cula a´cido
alfahidroxi, esto se debe a que tiene un grupo hidroxilo (-OH) y un grupo
carbox´ılico (-COOH), que esta´n unidos al mismo carbono. Este carbono es
quiral o asime´trico, es decir, los cuatro sustituyentes son diferentes, siendo
los otros dos sustituyentes un a´tomo de hidro´geno y un grupo metilo, lo que
adema´s de proporcionarle isomer´ıa o´ptica, al tener un centro quiral, provoca
que tenga dos enantio´meros como se puede ver en la Figura 1. El a´cido la´ctico
que es metabolizado por el cuerpo es el enantio´mero L(+).
6
Figura 1: Estructura del a´cido la´ctico.[2]
El a´cido la´ctico puede ser un l´ıquido incoloro, en el caso de estar formado por
la mezcla race´mica, o un polvo blanco, si tenemos el enantio´mero puro. Tiene
una densidad de 1,029 g/mL, su punto de fusio´n y ebullicio´n son de 16,8oC
y 122oC y es un a´cido orga´nico de´bil con un pKa de 3,86. El a´cido la´ctico
es soluble en agua y en disolventes orga´nicos polares y tiene una volatilidad
baja. Otras caracter´ısticas fisicoqu´ımicas se pueden ver en la Tabla 1.[3]
Para´metros fisicoqu´ımicos
Color Blanco o incoloro
Estado So´lido o l´ıquido
Densidad (g/mL) 1.029
Peso molar(g/mol) 90.08
Temperatura de fusio´n 18◦C
Temperatura de ebullicio´n 122 ◦C
Compuesto Orga´nico
Soluble Disolventes polares
Grupo A´cido carbox´ılico
A´cido o base A´cido de´bil
pKa 3.86
Tabla 1: Tabla de las caracter´ısticas fisicoqu´ımicas del a´cido la´ctico.
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Las aplicaciones del a´cido la´ctico son muy variadas, se encuentra en distin-
tos campos como la medicina, industria cosme´tica, alimenticia, qu´ımica, etc.
En medicina se usa especialmente en medicamentos para diferentes usos co-
mo terapia de deficiencia de calcio; tambie´n se usa en v´ıa intravenosa como
isoto´nico para la reanimacio´n despue´s de la pe´rdida de sangre. En cosme´tica
para suavizar la piel como alternativa a la glicerina, como qu´ımico antiedad, o
como limpiador. En la industria alimentaria como conservante y aromatizan-
te de alimentos as´ı como en la qu´ımica para fabricar detergentes y sen˜uelos
para mosquitos. Adema´s de estas aplicaciones hay una que es tambie´n muy
importante como es en la produccio´n de a´cido polila´ctico (APL), un pol´ımero
biodegradable que se encuentra dentro de los biopla´sticos, con una amplia
variedad de aplicaciones. Se estima que la demanda de a´cido la´ctico crece
entre un 5-8 % anualmente, y actualmente se tiene una demanda mundial de
alrededor de 367,300 toneladas. [4]
Aunque hasta hace pocos an˜os se pensaba que el a´cido la´ctico, referido
erro´neamente ya que es lactato lo que almacenamos en el cuerpo era el cau-
sante del dolor muscular y la fatiga, actualmente esta afirmacio´n esta´ siendo
replanteada. En realidad, al ser un desecho del metabolismo de la glucosa
por medio anaero´bico el lactato se acumula de forma habitual en nuestro
organismo y se cree actualmente que es la acidosis causada por el aumento
de la concentracio´n de protones [H+]en la misma v´ıa de formacio´n del lactato
como subproducto el que puede provocar estos s´ıntomas de dolor muscular.
[5]
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1.2 Co´mo funciona el a´cido la´ctico
Para entender un poco como actu´a el a´cido la´ctico en el cuerpo se tiene
que explicar la ruta metabo´lica de este, que podemos ver en la Figura 2.
El a´cido la´ctico se produce en el metabolismo anaero´bico en concreto la
gluco´lisis anaero´bica. La glucosa que se encuentra en el citoplasma de la ce´lula
muscular, ya sea almacenada en forma de gluco´geno o libre, se consume en
la generacio´n de energ´ıa (en forma de ATP) produciendo piruvato siempre y
cuando no tengamos suficiente energ´ıa por medio de la gluco´lisis aero´bica. A
continuacio´n, el piruvato pasar´ıa al ciclo de Krebs, un ciclo aero´bico, en el
cual tras varios pasos se genera mucha ma´s energ´ıa en forma de ATP, CO2
y H2O. Cuando no existe suficiente oxigeno para ir por la ruta aero´bica, al
Figura 2: Ruta metabo´lica del a´cido la´ctico [6]
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el organismo realizar un esfuerzo extra, el piruvato sigue otra ruta diferente
al ciclo de Krebs, ruta anaero´bica, convirtie´ndose en lactato y regenerando
el NAD. Debido al pH de los mu´sculos el lactato permanece en su forma
no disociada. Por u´ltimo, el NAD y los productos de la glico´lisis anaero´bica
provocan la transformacio´n de la Coenzima A en acetil Coenzima A, que
vuelve a entrar en el ciclo de Krebs. [7]
El a´cido la´ctico o lactato funciona preferentemente para producir energ´ıa
en caso de insuficiencia de oxigeno y regenerar subproductos que se pue-
dan introducir de nuevo en el ciclo de Krebs. Como ya hemos comentado
anteriormente, solo la forma enantio´mera L(+) es la u´nica que puede ser
metabolizada por el organismo humano. Por el contrario un exceso de a´cido
la´ctico o lactato en el organismo no es beneficioso y se puede producir por
un mal funcionamiento de los rin˜ones en la eliminacio´n de este a´cido. Entre
otros s´ıntomas el cambio a pH a´cido puede provocar mal aliento, confusio´n,
ictericia o dificultad para respirar, aunque tiene otros s´ıntomas con menor
probabilidad. [8]
Aunque la forma enantio´mera L(+) es la u´nica que es metabolizada por
el cuerpo, la produccio´n comercial genera tanto formas puras enantio´me-
ras(L(+) o D (-)) como la forma race´mica, dependiendo exclusivamente del
uso que se le quiera dar, as´ı como del tipo de microorganismos que se use en
la fermentacio´n.
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1.3 Obtencio´n
El a´cido la´ctico se puede obtener por dos me´todos diferentes, por v´ıa qu´ımica
y biotecnolo´gica. La s´ıntesis qu´ımica se basa en hacer reaccionar acetaldeh´ıdo
con a´cido cianh´ıdrico(HCN), que da lugar a lactonitrilo, y este puede ser hi-
drolizado a a´cido la´ctico. Otra reaccio´n requiere de unas condiciones de alta
presio´n del acetaldeh´ıdo con mono´xido de carbono y agua en presencia de
a´cido sulfu´rico como catalizador. La s´ıntesis qu´ımica tiene como desventa-
ja ma´s importante que el a´cido la´ctico producido es una mezcla de D y L
o´pticamente inactivos y se utilizan reactivos y se generan productos que pue-
den ser altamente to´xicos y nocivos como a´cido cianh´ıdrico, a´cido sulfu´rico
concentrado. Se puede ver un esquema en la Figura 3.
Figura 3: Esquema de las dos v´ıas de s´ıntesis qu´ımica del a´cido la´ctico.
La produccio´n biotecnolo´gica se basa en la fermentacio´n de sustratos ricos
en carbohidratos por bacterias u hongos, y su principal ventaja es la forma-
cio´n de los enantio´meros, D(-) y L(+), o´pticamente activos, o de la mezcla
race´mica si se necesitara. Esta produccio´n a nivel biotecnolo´gico depende
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principalmente de:
• El microorganismo utilizado.
• El pH.
• La temperatura.
• La recirculacio´n del microorganismo o inmovilizacio´n.
• La fuente de carbono.
• La fuente de nitro´geno.
• etc
Como existen diferentes formas de que se produzca por este medio, tambie´n
tenemos diferentes me´todos para que sea ma´s eficiente o menos costoso. Los
estudios previos indican que la utilizacio´n de bacterias tipo termo´filas (de
fermentacio´n ra´pida) es un buen punto de partida para la bioproduccio´n de
a´cido la´ctico. Entre este tipo de bacterias destacan, entre otras, la de los
ge´neros Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, etc. Entre
otras, las caracter´ısticas que tienen estos ge´neros es que tienen una alta tole-
rancia a pH inferiores a 5, la temperatura o´ptima de crecimiento oscila entre
lo 20 y 45oC, estas caracter´ısticas les da ventaja sobre otras bacterias.
Aunque el genero Lactobacillus y todas las bacterias tipo LAB se utilizan de
forma comu´n a nivel industrial para la fermentacio´n anaero´bica a´cido-la´ctica
tienen la gran desventaja de que producen exclusivamente la forma race´mica
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del a´cido la´ctico. Solo Lactobacillus delbrueckii se esta usando habitualmente
de forma industrial ya que solo produce el iso´mero L(+) aunque la necesidad
de tener un sustrato lo ma´s puro posible (glucosa) y un pH o´ptimo entre
5,5 y 6,5 (lo que obligar´ıa a neutralizar el medio debido a la produccio´n de
a´cido la´ctico) hace que no sea muy rentable ni eficaz su utilizacio´n para la
obtencio´n de a´cido la´ctico puro.[9]
Desde lo an˜os 80 tambie´n se ha venido estudiando el uso de hongos y mohos
ya que algunos de estos producen solo el iso´mero que nos interesa adema´s de
ser fa´cil de separar del producto y no necesitar aporte de nitro´geno orga´nico
extra; pero el problema que posee es que tienen un gran taman˜o, por lo que
puede provocar problemas en los procesos de escalado del bioproceso debido a
la variacio´n de para´metros fundamentales como la viscosidad, la transferencia
de oxigeno y la transferencia de masa lo que puede provocar una reduccio´n
final del rendimiento. [9]
En la actualidad, se estudian el empleo de otros sustratos distintos a la
glucosa como el almido´n, lactosuero, as´ı como desechos de otras industrias(
industrias azucareras, del ma´ız, de la remolacha, etc.) La principal ventaja
de este tipo de sustratos ser´ıa el abaratamiento de costes iniciales aunque se
tendr´ıa que tener en cuenta como costes adicionales la necesidad de procesos
previos de upstream para su utilizacio´n; adema´s esto aportar´ıa un papel
importante dentro de una economı´a ma´s sostenible y circular como la que
necesita nuestra sociedad actualmente. En este estudio la fermentacio´n se
llevara´ a cabo con Enterococcusfaecalis, se ha escogido este microorganismo
ya que esta cepa posee mucha eficiencia para la produccio´n de L(+)a´cido
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la´ctico a trave´s de la fermentacio´n homol´ıtica, las condiciones o´ptimas para
nuestra bacteria sera´n descritas en el proceso experimental. En el caso de la
materia prima, esta se especificara´ en el siguiente apartado.
1.4 Materias primas
El gran auge de la proteccio´n medioambiental debido a los problemas ac-
tuales de nuestra sociedad y/o a la escased de las reservas fo´siles motivan
a producir nuevos productos a partir de materias primas renovables y con
ello cerrar un circulo de economı´a circular viva y reversible. Como materia
prima para este proceso, se ha decidido que sea la melaza (otros residuos na-
turales como la yuca, ma´ız, etc. provienen de fuera de nuestras fronteras lo
que incrementar´ıa el coste del bioproceso), ya que en Espan˜a podemos reuti-
lizar grandes cantidades de melaza provenientes de una industria azucarera
espan˜ola muy importante.Como ejemplo esta´ Azucarera que tiene 400 agri-
cultores en Castilla y Leo´n, Andaluc´ıa, La Rioja, Pa´ıs Vasco y Navarra una
industria que genera unos desechos, que entre ellos es la melaza. La melaza
es un jarabe o l´ıquido denso, viscoso, dulce, espeso y de color oscuro y es el
residuo de la cristalizacio´n del azu´car, del cual ya no se puede extraer ma´s.
La melaza que se pretende utilizar es primordialmente glucosa, por lo cual
no hay que hidrolizarla previamente, con lo que se ahorra en este paso. La
glucosa es un carbohidrato, es el azu´car ma´s simple y ma´s importante en el
metabolismo humano. Esta mole´cula es un monosaca´rido, el cual es una de
las principales mole´culas que sirve como fuente de energ´ıa para los animales
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y las plantas. En el cuerpo se metaboliza por medio de su oxidacio´n, que
produce dio´xido de carbono y agua si es una oxidacio´n total, correspondiente
a la Ecuacio´n 1, en el proceso esto produce energ´ıa que es usada por los
seres vivos. Pero como sabemos, esto no se produce solo por una reaccio´n,
ya que esto va por una serie de reacciones bioqu´ımicas complejas en las que
cada una de ellas proporciona una cantidad de energ´ıa. El primer paso es la
descomposicio´n de la glucosa, gluco´lisis, que es la produccio´n de piruvato, el
punto de partida y el que interesa en este caso. [10]
C6H12O6 + 6O2 → 6CO2 + 6H2O +Q (1)
1.5 Bioproceso espec´ıfico informativo
Al usar como materia prima desechos de la agricultura, y aunque normal-
mente se requiere de procesos de upstream que encarecen el producto no es
este el caso ya que se ha cogido un desecho en el cual no hay ese problema,
pero esto hace que estos desechos se revaloricen en nuestra sociedad y que no
se queden como desperdicios, creando as´ı una economı´a circular. Esta biopro-
duccio´n es una fermentacio´n de glucosa(melaza) con Enterococcusfaecalis
y en unas condiciones espec´ıficas, para que se pueda llevar de la manera
ma´s o´ptima, entre las que destacan la temperatura, el pH, las condiciones
anaero´bias, etc. Nuestra fermentacio´n dura alrededor de 30 h, el producto
obtenido sera´ exclusivamente el a´cido la´ctico L(+).
Se va a utilizar una bioreactor en discontinuo con alimentacio´n intermitente
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para alcanzar el ma´ximo crecimiento microbiano a partir de una fermenta-
cio´n aero´bica que sirva para alimentar el fermentador anaero´bico tambie´n en
discontinuo para obtener el producto deseado.
El proceso final de separacio´n y purificacio´n del producto (downstream) de-
pendera´ de la pureza requerida segu´n sus distintas aplicaciones principalmen-
te se utilizaran procesos de filtracio´n, cristalizacio´n, etc. [9] En la Figura 4
podemos ver un esquema del bioproceso
Figura 4: Esquema del bioproceso
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2 Objetivos
El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado es disen˜ar el proceso
de bioproduccio´n de a´cido la´ctico a partir de residuos de la agricultura, en
concreto de las melazas que se producen en la industria azucarera.
Esto contribuira´ a mejorar nuestra sociedad ya que puede lograr que nuestra
economı´a sea circular, contribuyendo a que los desechos de una industria sea
la materia prima de otra, revalorizando nuestros residuos, adema´s de evitar
comprar una materia prima ma´s cara.
Como objetivos espec´ıficos podemos encontrar el de llevar a cabo esta biopro-
duccio´n de la forma ma´s o´ptima posible da´ndole importancia al rendimiento
y las condiciones de trabajo ma´s o´ptimas; reducir al mı´nimo necesario los
procesos de upstream y de downstream, y buscar una eficiencia econo´mica
acorde con el objetivo principal de englobarse en una economı´a circular.
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3 Procedimiento experimental
3.1 Materia prima
La materia prima seleccionada es la melaza, esta melaza tiene un pH de 5, una
densidad de 1,4 Kg/L y una concentracio´n electrol´ıtica de 31,5 mS/cm.[11].
La gran mayor´ıa de melazas tiene una riqueza en glucosa entre el 50 y el 60 %.
Como dato orientativo tenemos que la empresa Azucarera produjo 26.784
toneladas en el an˜o 2016-2017 que se usaron para la alimentacio´n animal y
la agricultura.[12]
En este caso no se le hace ningu´n tipo de proceso antes de llevar a cabo la
produccio´n porque al comparar la produccio´n de a´cido la´ctico de una melaza
sin tratar y una pasteurizada como la de la Figura 5, se puede ver que no
hay un cambio significativo entre uno y otro. [13]
Por lo cual, no es necesario tratar esta materia prima, produciendo un ahorro
en este paso, haciendo ma´s asequible el proceso de produccio´n del a´cido
la´ctico.
3.2 Microorganismo
Con respecto al microorganismo que se va a usar, como ya se ha dicho, es
Enterococcusfaecalis, ya que esta es una bacteria eficiente en la produccio´n
de a´cido la´ctico que puede metabolizar la glucosa para producir el L(+)a´cido
la´ctico a trave´s de una fermentacio´n homol´ıtica. [14]
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Figura 5: Comparacio´n de la produccio´n de a´cido la´ctico a partir de melaza sin
pasteurizar y pasteurizada: a la izquierda sin tratar y a la derecha pasteurizada,
con diferentes concentraciones.[13]
El Enterococcusfaecalis lo podemos clasificar de la siguiente forma:
• dominio: Bacteria.
• phylum: firmicutes.
• clase :Bacili.
• orden: Lactobacillales.
• familia: Enterococcaceae.
• ge´nero: Enterococcus.
• especie: faecalis. [15]
Es una bacteria de pared celular gruesa, grampositiva y que genera en la
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fermentacio´n de la glucosa a´cido la´ctico. Su pertenencia a la familia Entero-
coccus es debido a que se encuentra en el intestino; tienen forma de cocos
grampositivos que se pueden encontrar como ce´lulas aisladas, en parejas o
en cadenas cortas; tiene una morfolog´ıa ovoide como se puede ver en la Fi-
gura 6, adema´s se corroboran las caracter´ısticas morfolo´gicas de su ge´nero,
su taman˜o esta´ en torno a 1 µm de dia´metro y su color es blanco. [16]
Figura 6: Micrograf´ıa electro´nica de barrido en el caso de la figura A y de trans-
misio´n en la figura B, de la cepa aislada .[16]
Son anaerobios facultativos y catalasas negativos; son capaces de crecer en
medios con condiciones extremas, con NaCl, a pH ba´sicos y en intervalos de
temperaturas desde los 10◦C a los 45◦C, aunque su temperatura o´ptima de
crecimiento es de 35◦C. Tambie´n son positivas a a la prueba de la leucina-
aminopeptidasa (LAP), lo que quiere decir que producen esta enzima, casi
todas son fermentativas no productoras de gas.[17]
Su almacenamiento es a -20◦C en viales de 50 ml con el 50 % de glicerol hasta
que sea usado el microorganismo. [14]
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3.3 Medio de cultivo y fermentacio´n a escala labora-
torio
El medio para el crecimiento celular y la preparacio´n del ino´culo tiene que
contener por litro la siguiente composicio´n: 30 g de sacarosa, 10 g de extracto
de levadura, y 5 g de K2HPO4.
El medio de la fermentacio´n tambie´n tiene que tener una composicio´n es-
pec´ıfica por litro: 130 g de melaza, esto ser´ıa el equivalente a 68 g de glucosa
pura y 15 g de extracto de levadura. El pH del medio debe de estar ajustado
a 7,0 antes de la esterilizacio´n.[14]
3.3.1 Preparacio´n del ino´culo
Las ce´lulas del caldo de cultivo madre son transferidas a 15 mL del medio de
crecimiento en un vial de 20 mL, esto tiene que ser incubado a 28◦C durante
12 horas en una incubadora de agitacio´n, a 200 rpm. De este cultivo 0,6 mL
tienen que ser transferidos otra vez a un vial de 20 mL que contenga medio
de cultivo fresco. Se tiene que hacer entre 3 o 4 transferencias, al final 2 mL
del u´ltimo cultivo tiene que ser transferido a 40 mL del caldo en un vial de
50 mL, el cual debe de ser incubado a 38◦C y 200 rpm durante 6 horas antes
de llevar a cabo la inoculacio´n al fermentador a un 4 % en volumen(v/v). [14]
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3.3.2 Fermentacio´n a escala laboratorio del a´cido la´ctico
La fermentacio´n fue llevada acabo en un fermentador Kf-2,5L con un volumen
del medio de fermentacio´n de 1 L. El taman˜o comu´n de un fermentador de
2.5 L son 17 de alto y 13 cm de dia´metro.
El recipiente del fermentador que contiene cada medio de fermentacio´n se
coloco en el autoclave para llevar a cabo la esterilizacio´n. Despue´s de la
esterilizacio´n la fermentacio´n fue llevada a cabo a 38◦C y 200 rpm, y el pH
de cultivo fue ajustado a 7 gracias a la adicio´n de NaOH 10 M.
El medio de esterilizacio´n del equipo es llevada a cabo por medio de calor,
en el caso del medio de cultivo esta esterilizacio´n se lleva a cabo a una
temperatura de 121◦C durante 15 min. En el caso de la fermentacio´n, esta
tambie´n se lleva a cabo a la misma temperatura durante el mismo tiempo.
Estos para´metros son para eliminar los posibles microorganismos que hayan
pero sin desnaturalizar los medios.
3.4 Material del Biorreactor
Se tendra´n varios biorreactores, todos ellos de acero inoxidable austen´ıtico,
uno de ellos para el crecimiento microbiano y los dema´s para la produccio´n
de a´cido la´ctico en paralelo. El acero inoxidable austen´ıtico es un acero cuya
composicio´n es del 16 % al 26 % de cromo y de un 6 % a 22 % de n´ıquel y el
carbono como elemento restante, en composicio´n lo ma´s baja posible. Este
material tiene mejor resistencia a la corrosio´n, as´ı como resistencia meca´ni-
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ca y a la oxidacio´n a elevadas temperaturas, no es muy poroso, evitando
as´ı problemas en la limpieza del biorreactor. Se ha escogido este material
tambie´n porque a pesar de ser susceptible a la corrosio´n en condiciones de
altas temperaturas durante periodos prolongados, gracias al microorganismo
seleccionado no hay que preocuparse por ello ya que no se llegan a tan altas
temperaturas durante el tiempo suficiente. [18]
3.5 Elementos adicionales
Como elementos adicionales del bioreactor lo que se necesita es un sensor
de pH, un sensor de temperatura y de presio´n como elementos principales
del sistema; en el biorreactor de crecimiento del microorganismo adicional-
mente tendr´ıa que estar equipado un sensor de densidad o´ptica, la densidad
o´ptica para comprobar la evolucio´n del crecimiento. Tambie´n puede dispo-
ner de un sensor de ox´ıgeno para ver la cantidad de ox´ıgeno que hay en el
bioreactor de crecimiento y corroborando as´ı que el momento de inoculacio´n
el medio del bioreactor es pra´cticamente anaerobio gracias al consumo del
microorganismo.
El bioreactor tendra´ un colector espec´ıfico de toma de muestras para seguir
la evolucio´n del bioproceso. Para el ana´lisis del a´cido la´ctico producido se
utilizara un espectrofoto´metro UV-Vis. Basado en la reaccio´n de oxidacio´n
enzima´tica del a´cido L la´ctico, se genera un complejo coloreado que se puede
medir espectofotome´tricamente y es directamente proporcional a la concen-
tracio´n de a´cido la´ctico.
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4 Disen˜o experimental
4.1 Escalado
Hay diferentes me´todos por el cual se puede llevar a cabo un escalado, pa-
ra los biorreactores de tanque agitado en re´gimen turbulento se encuentran
mantener constante la relacio´n potencia-volumen, el nivel de transferencia de
ox´ıgeno en el caso de procesos aerobios, la velocidad de punta o la constante
de Reynolds entre otros. Para realizar ma´s fa´cilmente el escalado se garantiza
una similitud con respecto a la geometr´ıa, manteniendo la relacio´n altura-
dia´metro constante de la Ecuacio´n 2 entre las plantas, ya que el reactor tiene
una altura de 17 cm y un dia´metro de 13 cm.[19]
Relacio´n
H
D
=
17
13
= 1, 3 (2)
La Ecuacio´n 3 es la que se usa para calcular el dia´metro de los diferentes
escalados, cumpliendo con la relacio´n altura-dia´metro de la Ecuacio´n 2, para
garantizar la similitud geome´trica.
V =
pi
4
·D2R ·H =
pi
4
·D3R · 1, 3 = 2, 5 · 10−3 (3)
De las relaciones que se usan para el escalado la ma´s usada es la de mantener
la relacio´n potencia-volumen constante ya que da los mejores resultados, la
ecuacio´n que se usa para esto es la Ecuacio´n 4.
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PV
=
ρN3Da5
Da3
(4)
4.1.1 Comprobacio´n de la densidad constante
Cuando se usa la Ecuacio´n 4 se simplifica al decir que la densidad no cambia
entre los diferentes escalados, para corroborar el hecho de que la relacio´n de
potencia-volumen no var´ıa significativamente con la variacio´n de la densidad
se ha hecho una simulacio´n de la relacio´n en funcio´n de la densidad, con
los escalados que ma´s difieren, el de laboratorio y la planta industrial, y las
diferencias de densidad desde el peor caso posible, un 85 % de productividad,
hasta el mejor, un 98 %. As´ı, se obtuvo la Figura 7.
Figura 7: Variacio´n de la relacio´n de potencia-volumen en funcio´n de la densidad.
Como podemos ver en la Figura 7, la densidad no cambia significativamente la
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relacio´n potencia-volumen, y aunque var´ıa el valor de la relacio´n no cambia
el orden de magnitud, por lo tanto, se determina que es constante en los
diferentes escalados. As´ı, la Ecuacio´n 4 al igualar las dos relaciones de los
diferentes escalados y eliminando las dos densidades se simplificar´ıa a la
Ecuacio´n 5.
(N3 ·Da2)1 = (N3 ·Da2)2 (5)
4.1.2 Planta piloto
Comprobado esto, se realiza el escalado para la planta piloto. Se decidio´ que
fuese de 20 L y haciendo uso de la Ecuacio´n 3, que cumple con la similitud
geome´trica, se calcula el dia´metro, obteniendo un valor de 27 cm.
V =
pi
4
·D2R ·H =
pi
4
·D3R · 1, 3 = 20 · 10−3 (6)
A trave´s de la relacio´n dia´metro-altura, se cumple la similitud geome´trica
con la Ecuacio´n 7, obteniendo un valor de la altura de 35.1 cm.
Relacio´n
H
D
=
H
27
= 1, 3 (7)
A continuacio´n, se lleva a cabo el uso de la Ecuacio´n 5. En base a los valores
del laboratorio los cuales son: una agitacio´n de 200 rpm, el dia´metro del
reactor que es de 13 cm y un dia´metro de agitacio´n que corresponde con el
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50 % del dia´metro de todo el reactor. As´ı se obtiene la Ecuacio´n 8, en la cual
hallamos la velocidad de agitacio´n para la planta piloto, con un valor de 123
rpm.
(2003 · 0, 0652)laboratorio = (N3 · 0, 1352)piloto (8)
4.1.3 Planta industrial
Despue´s de esto se llevo a cabo el escalado de la planta industrial, se de-
cidio´ que el reactor produjese 6m3, teniendo en cuenta que el volumen de
seguridad es del 75 %, el reactor ser´ıa de 8 m3.Para determinar el dia´metro
de nuestro reactor volvemos a hacer uso de la Ecuacio´n 3 con el volumen
decidido obteniendo la Ecuacio´n 9. Y un dia´metro de 2 m.
V =
pi
4
·D2R ·H =
pi
4
·D3R · 1, 3 = 8 (9)
A continuacio´n, calculamos la altura correspondiente a este dia´metro con la
relacio´n altura-dia´metro, obteniendo la Ecuacio´n 10, y una altura de 2.6 m.
Relacio´n
H
D
=
H
2
= 1, 3 (10)
Y la velocidad de agitacio´n calculada de nuestro reactor industrial por medio
de la Ecuacio´n 11 ser´ıa de 32 rpm.
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(2003 · 0, 0652)laboratorio = (N3 · 12)industrial (11)
4.1.4 Cine´tica
Para saber cuantos ciclos de produccio´n se pueden llevar a cabo anualmente
se necesita saber cua´l es la cine´tica de nuestro proceso. Para saber cua´l es el
mejor modelo cine´tico se busco en diferente bibliograf´ıa dando con un mo-
delo que se usa debido porque su resultado es el mı´nimo valor del coeficiente
de correlacio´n, R2, que hace referencia a la mı´nima desviacio´n entre los da-
tos experimentales y los resultados calculados. Este es una mezcla de varios
modelos, ya que en este se tiene en cuenta la limitacio´n del sustrato con
un modelo de Monod, mientras que la inhibicio´n sigue un modelo lineal no
competitivo, y el crecimiento sigue el modelo de Luedeking-Piret, as´ı nuestro
modelo cine´tico ser´ıa el conjunto de la Ecuacio´n 12. [20]
dX
dt
=
µmaxSKix
(Ksx + S)(Kix + S)
(
1− P − Pix
Pmx − Pix
)
X
dS
dt
= qs,max
SKis
(Kss + S)(Kis + S)
(
1− P − Pis
Pms − Pis
)
X (12)
dP
dt
= α
dX
dt
+ qp,max
SKip
(Ksp + S)(Kip + S)
(
1− P − Pis
Pms − Pis
)
X
Para desarrollar el modelo cine´tico del microorganismo E.faecalis, lo que se
hace es que se modifica ciertos aspectos de los modelos, que son:
• El coeficiente de muerte celular (Kd) se incluye para tomar en cuenta
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la pe´rdida de viabilidad
• La inhibicio´n del producto se produce de manera exponencial, con una
constante de inhibicio´n (Kp), ya que se ha descubierto que mejores
resultados comparados con la inhibicio´n del producto lineal.
As´ı, el modelo modificado para la produccio´n de a´cido la´ctico por medio
del Enterococcusfaecalis se quedar´ıa como la Ecuacio´n 13 para la tasa de
crecimiento espec´ıfico, como la Ecuacio´n 14 para la tasa de produccio´n de
biomasa, como la Ecuacio´n 15 para la tasa de azu´car consumida y como la
Ecuacio´n 16 para la tasa de produccio´n de a´cido la´ctico.[20]
µ =
µmaxSKix
(Ksx + S)(Kix + S)
e
− P
Kpx (13)
dX
dt
= (µ−Kd)X (14)
dS
dt
= qs,max
SKis
(Kss + S)(Kis + S)
e
− P
KpsX (15)
dP
dt
= α
dX
dt
+ qp,max
SKip
(Ksp + S)(Kip + S)
e
− P
KppX (16)
Para poder llevar a cabo las cine´ticas de estos modelos hace falta asumir
ciertas simplificaciones como son:
• Cuando la baja concentracio´n de azu´car afecta a la absorcio´n de azu´car,
la produccio´n de a´cido la´ctico se ve afectada de la misma forma, Kss =
Ksp.
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• Cuando la alta concentracio´n de azu´car inhibe la absorcio´n de azu´car, la
produccio´n de a´cido la´ctico es inhibida de la misma manera. Kis = Kpp.
• El a´cido la´ctico inhibe el consumo de azu´car y la produccio´n de a´cido
la´ctico de igual manera, Kps = Kpp.
Los datos que se obtuvieron de la bibliograf´ıa para los datos cine´ticos son los
referentes a la Tabla 2.
Para´metros cine´ticos Valor
Modelo de produccio´n de biomasa
µmax (h
−1) 1,6
Kix (g/l) 167,46
Ksx (g/l) 0,89
Kpx (g/l) 17,07
Kd (h
−1) 0,00318
Modelo de la utilizacio´n de azu´car
Kis (g/l) 303,17
Kss (g/l) 0,1
Kps (g/l) 29,17
qs,max (g/(gh)) 3,33
Modelo de la produccio´n del a´cido la´ctico
Kip (g/l) 303,17
Ksp (g/l) 29,17
qs,max (g/(gh)) 3,00
α (g/g) 0,26
Tabla 2: Tabla de los datos cine´ticos experimentales.
Con la ayuda de la herramienta ode15s de Matlab y con Simulink realizamos
la simulacio´n de las tres ecuaciones diferenciales, la Ecuacio´n 14, Ecuacio´n 15
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y Ecuacio´n 16, obteniendo las gra´ficas de la Figura 8 y la Figura 9. Como se
pueden ver en la Figura 8 a las 30 h tenemos una buena produccio´n de a´cido
la´ctico, y coincide con los datos bibliogra´ficos; adema´s en la Figura 9 trans-
curridos 50 h la biomasa disminuye, esto afecta a nuestro microorganismo y
no queremos que esto ocurra.
Figura 8: Simulacio´n realizada con Matlab-Simulink de la cine´tica de nuestro
proceso, obteniendo la concentracio´n de azu´car y la produccio´n de a´cido la´ctico.
Anualmente habr´ıan 320 d´ıas de trabajo, teniendo en cuenta las vacaciones
en el mes de agosto, 5 d´ıas de semana santa y posibles contratiempos. Estos
320 d´ıas, son 7.680 horas, cada fermentacio´n dura 30 horas, ma´s adelante se
vera´ que la purificacio´n se lleva a cabo durante alrededor de 10 horas y que
el microorganismo se cultiva durante 3 horas, por lo cual suponemos unas 45
horas de cada ciclo, por lo tanto, se llevar´ıan a cabo 170 ciclos.
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Figura 9: Simulacio´n realizada con Matlab-Simulink de la cine´tica de nuestro
proceso, obteniendo la concentracio´n de biomasa.
4.1.5 Produccio´n
Se decidio´ tener en funcionamiento 2 reactores con las dimensiones estableci-
das en la planta industrial, en el caso de que uno de ellos sufriera una aver´ıa
no supondr´ıa la paralizacio´n de toda la produccio´n de la planta, adema´s de
que no tendr´ıan que trabajar al mismo tiempo, con lo cual, cuando uno de
ellos tuviese que ser esterilizado el otro seguir´ıa en funcionamiento. As´ı, se
producir´ıa una cantidad anual de 2.040.000 L, en toneladas ser´ıa de 2.100. La
cuota de produccio´n de Europa esta alrededor de las 100.000 toneladas, y la
de Espan˜a corresponde con el 10 % de esta, siendo de 10.000 toneladas, por
lo cual, la produccio´n industrial de este proyecto en Espan˜a representar´ıa un
21 %, al ganar cuota de mercado se ir´ıa ampliando. [21]
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Al escoger biorreactores, se visitaron varias paginas y se vio que si que era
factible las medidas que se calcularon, as´ı se escogio´ un fermentador que tu-
viera las caracter´ısticas mencionadas, as´ı como los sensores. Tambie´n cuenta
con un sistema para controlar la temperatura de nuestro reactor con un sis-
tema de refrigeracio´n, el l´ıquido circulante para esto es agua, que en estos
casos es uno de los ma´s usados, as´ı se calculara´ cual es el intercambio de
calor que se lleva a cabo para el fermentador. [22]
4.1.6 Sistema de intercambio de calor
Primero para que se lleve a cabo la reaccio´n necesitamos calentar nuestro
reactor hasta los 38 oC. Por lo cual, necesitamos calcular la cantidad de agua
necesaria para llevar a cabo esto. Por batch producimos 6.000 L de a´cido
la´ctico, esto en kg son 574,2, se supone un rendimiento del 92 %, ya que es
la media, y esto supondr´ıa tener 624,13 Kg de azu´car, pero como esta no es
pura ya que nuestra materia prima es la melaza, y la melaza proporcionada
tiene un contenido en azu´car de la mitad, se necesita 1.250 Kg de melaza. El
calor necesario para elevar la temperatura de esta materia se puede expresar
con la Ecuacio´n 17, ya que el calor espec´ıfico de las melazas esta tabulado.
[23]
Qm = mm·cem·4Tm = 1.250Kg·2, 16248 KJ
Kg ·K ·(311, 15−298, 15)K = 35.140KJ
(17)
El resultado del calor necesario para calentar la melaza a 38◦C es de 35.140
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KJ. Podemos calentar esta cantidad de melaza en 30 min, teniendo una
transferencia de calor de 19.522,2 W. Tambie´n por las caracter´ısticas de nues-
tro intercambiador, que se trata de uno tipo camisa se sabe que el a´rea del
intercambio de calor corresponde con la Ecuacio´n 18 y el a´rea del fondo
toriesfe´rico, Ecuacio´n 19.
Acilindro = pi ·DR · h (18)
Afondotoriesferico =
pi
4
·D2R · 1, 25 (19)
De estas dos ecuaciones obtenemos un valor del a´rea cil´ındrica de 14,7 m2,
con el dia´metro del escalado y la altura que ocupa la solucio´n, y un a´rea del
fondo toriesfe´rico de 3,93 m2, al sumar estas dos a´reas obtenemos que el valor
del a´rea total es de 18,63 m2 que se usa en la Ecuacio´n 20, ya que el calor
cedido por el agua caliente debe de ser igual al necesario por la melaza. En
esta ecuacio´n se puede realizar este tipo de variacio´n de temperatura sin la
media logar´ıtmica porque el ana´lisis se hace sobre el intercambiador de calor.
Qc = U · A · 4T = U · A · (Te − Ts) (20)
No sabemos la temperatura de salida del agua que se usa para calentar la
melaza, pero sabemos el coeficiente global de transferencia, que es de 15
J/(s·m2·◦C), que la temperatura de entrada del agua es de 80 ◦C y que la
mı´nima temperatura a la que puede salir es de 5◦C. Obtenemos un valor de
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la temperatura de salida del agua de 10,14◦C. [24]
Finalmente con la Ecuacio´n 21 podemos calcular cua´l es el caudal de agua
que necesitamos para el calor que necesitamos intercambiar, ya que sabemos
cual es el calor que necesitamos intercambiar, la cp del agua, 4.186 J/(kg
◦C)
y la variacio´n de temperatura.
Qc = ma · cp · 4T (21)
Se obtiene un valor del caudal de agua de 0,0668 kg/s. As´ı, este es el
caudal necesario para poder calentar nuestra melaza hasta la temperatura de
trabajo, en este momento se inocular´ıa el microorganismo en las condiciones
o´ptimas y dado que se trata de una fermentacio´n, habr´ıa que refrigerar el
reactor, ya que esta es exote´rmica, y habr´ıa que calcular el caudal de agua
necesario para ello, en este caso glicol´ıtica con un intercambiador de tipo
serpent´ın. Esto es porque en la bibliograf´ıa se dice que es la mejor para este
tipo de procesos, adema´s de que no es demasiado cara.
La fermentacio´n de la glucosa produce un calor correspondiente a la Ecua-
cio´n 22 que se necesita neutralizar.
Q = mC6H12O6 · 4Hr (22)
Si tenemos 624,13 Kg de azu´car, se usa en los estudios como sino´nimo de
glucosa, y sabemos que el peso molecular de la glucosa es de 180,156 g/mol,
con lo que tenemos 3.464,39 mol de glucosa. La entalp´ıa de la reaccio´n de
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glico´lisis es de -120 KJ/mol, por lo que por medio de la Ecuacio´n 22 se
calcula que el calor que tiene que ser cedido, por medio de la refrigeracio´n,
debe de ser de -415.726,8 KJ , el tiempo durante el cual se lleva cabo la
fermentacio´n es de 30 h, por lo que el calor a intercambiar por unidad de
tiempo es de -3.849,32 J/s.
Gracias a la Ecuacio´n 23 podemos saber cual es el caudal necesario para
que se contrarreste el calor de la fermentacio´n, ya que sabemos que en este
tipo de serpentines con este refrigerante el salto de temperatura del liquido
refrigerante es de 5◦C o K y la capacidad calor´ıfica del agua glicolada es de
3.118,27 J/(kg ·K). [24]
Qr = mr · cpr · 4Tr (23)
La cantidad de caudal necesario para refrigerar esto es de 0,2469 kg/s. Para
saber cual es el a´rea necesaria del serpent´ın, cumpliendo con este intercambio
de calor podemos hacer uso de la Ecuacio´n 24, cuyos valores tambie´n esta´n
tabulados para este tipo de proceso y reactor, cuyo valor de U es de 34,09
J/(s· m2 K). [24]
Qr = U · As · 4Tml (24)
Y el 4Tml viene dado por la Ecuacio´n 25.
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4 Tml = 4T1 −4T2
ln
(
4T1
4T2
) = (Top − Te)− (Top − Ts)
ln
(
Top−Te
Top−Te
) (25)
As´ı el valor de 4Tml es de 35,44 K, ya que el valor de la temperatura de
salida del refrigerante es de 278 K, la de entrada de 273 K y la de operacio´n
del reactor de 311 K. Este resultado se sustituye en la Ecuacio´n 24 y se
obtiene un valor del a´rea de 3,19 m2.
Ya que sabemos el valor del a´rea del serpent´ın y los dia´metros de los ser-
pentines ma´s normalizados son de 0.025 m y 0.020 m, se decidio´ escoger un
dia´metro de 0.025 m, calculamos la longitud necesaria del serpent´ın con la
Ecuacio´n 26, obteniendo un valor de 40.62 m.
L =
As
Dtubo · pi =
3.19
0.025 · pi (26)
4.1.7 Tanques de almacenaje
Para poder realizar el proceso necesitamos ciertos componentes: melaza, ex-
tracto de levadura, K2HPO4 y NaOH para regular el pH del medio y estos
hay que almacenarlos, el almacenaje se lleva a cabo semanalmente.
En el caso ma´s ideal se producen 3.7 batch por cada reactor, semanalmente
se llevar´ıan a cabo 11 batch, en el caso de que estuviesen los 3 reactores en
funcionamiento, ya que se tiene la idea de ampliarlo, se pueden cumplir con
las necesidades semanales si se se tienen en cuenta estos datos.
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Como se necesita de melaza una cantidad de 1.250 Kg/batch, se necesita
13.750 Kg de melaza, se sabe que la densidad de la melaza es de 1,4 Kg/L, por
lo que se almacenar´ıa 9.822 L, con un tanque de 10 m3 ser´ıa suficiente. Como
suplemento se tiene el extracto de levadura, de esto se an˜ade 15 g/L, se llevan
a cabo 6.000 L por reactor, que son 66.000 L semanales los que se producen,
990 Kg de extracto levadura se necesitar´ıan, gracias a su densidad que es
490 Kg/m3 se sabe que ser´ıan 2 m3, habr´ıa que sobredimensionarlo para que
no se queden vac´ıos ya que la bomba no podr´ıa aspirar el liquido del fondo
del tanque, as´ı que nuestro tanque tendr´ıa que ser de 3 m3, aqu´ı tambie´n se
tiene en cuenta el necesario para el crecimiento celular porque es una pequen˜a
cantidad, por eso se sobredimensiona mucho ma´s que en otros casos, ya que
en el crecimiento celular solo se necesitan 5 L. Adicionalmente se tiene que
tener un tanque de NaOH 10 M, si se produce 6.000 L de a´cido la´ctico, esto
ser´ıan 6.174 Kg, en moles ser´ıan 68.539 mol, por la reaccio´n de disociacio´n
del a´cido la´ctico se sabe que esto son 95 mol de protones de hidro´geno que
tienen que ser neutralizados. Como se sabe que la neutralizacio´n del a´cido y
la base es 1:1, se sabe que necesitamos 95 mol de [OH−] y que el NaOH es 10
M, por lo tanto necesitamos 9.5 L de NaOH por cada batch, semanalmente se
lleva a cabo 11 batch por lo tanto se necesitan 105 L, sobredimensiona´ndolo
con un tanque de 150 L ser´ıa suficiente. Tambie´n se necesita K2HPO4, en
este caso se an˜aden 5 g en el cultivo por cada litro de fermentacio´n, por lo
que seria 1.200 g, su densidad es de 2,44 g/cm3, por lo tanto ser´ıan 492 m3,
5410 L semanales ser´ıan los necesarios. As´ı se puede usar un tanque de 5.5
m3 .
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4.2 Modo de operacio´n
El modo de operacio´n de nuestra planta industrial para llevar a cabo la fer-
mentacio´n es en batch, esto es porque como se puede leer en la bibliograf´ıa se
llega a producir una mejor fermentacio´n, ma´s ra´pida y con mejor produccio´n
de a´cido la´ctico, adema´s de esto el microorganismo de nuestro planta sera´
llevada a cabo en otro reactor, esto es porque nuestro proceso es anaerobio,
pero gracias a que nuestro microorganismo es anaerobio facultativo no tene-
mos que preocuparnos por la tasa de ox´ıgeno en el reactor de E.faecalis, ya
que se produce el crecimiento celular de nuestra bacteria hasta que la tasa
de oxigeno llega a ser 0, y entonces el microorganismo es inoculado al reactor
de fermentacio´n. Para cada uno de los ciclos que se llevan a cabo la inocula-
cio´n del microorganismo debe de ser al 4 % en volumen, por lo cual como se
produce 6 m3 de a´cido la´ctico, se debe preparar 0,24 m3 del microorganismo
para cada uno de los ciclos.
Como se necesita una composicion de 30 g/L de sacarosa y por cada batch
se tiene 240 L, se necesitan 7,2 Kg de sacarosa/ batch, se producen 11 batch
semanales, por lo que se necesita 79,2 Kg semanales, la densidad de la saca-
rosa es de 1,59 g/cm3, necesitando un volumen de 49,811 L, con un tanque
de 100 L ser´ıa suficiente
4.2.1 Downstream
La separacio´n y purificacio´n del a´cido la´ctico es dif´ıcil, esto es porque el agua
tiene una alta afinidad por e´l y a que posee una baja volatilidad. Debido
39
a esto y a que la mayor´ıa de procesos tienen como limitacio´n la cantidad
de a´cido la´ctico que se purifica o separa, queda una alternativa que puede
con la cantidad de produccio´n que se plantea en este documento. Para ello
primero se realiza una esterificacio´n con alcohol para que el producto sea ma´s
vola´til y poder purificarlo con un posterior proceso de destilacio´n ma´s una
hidro´lisis final; las ventajas de este me´todo es que a parte de poder purificar
grandes cantidades, logra una alta recuperacio´n de a´cido la´ctico reduciendo
las impurezas que aparecer´ıan en la destilacio´n sin esterificacio´n, como por
ejemplo el sulfato ca´lcico. [4]
4.2.2 Diagrama de proceso
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Figura 10: Diagrama de proceso
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5 Resultados experimentales
5.1 Produccio´n de a´cido la´ctico
De la bibliograf´ıa se obtuvieron que los resultados experimentales en las con-
diciones descritas en los apartados anteriores tuvo un contenido de a´cido
la´ctico al 98.9 %, con un rendimiento del 98 %, y una productividad final de
4.3 g/(l· h). Las condiciones de trabajo se sab´ıa que ser´ıan las ma´s o´ptimas
ya que en otros estudios se vio como afectaba el pH, la cantidad de extracto
de levadura y la concentracio´n de las diferentes melazas. Podemos ver los
datos en la Tabla 3.
Contenido L(+)-
a´cido la´ctico( %)
Rendimiento a´ci-
do la´ctico( %)
Productivi-
dad (g/(lh))
Produccio´n a´ci-
do la´ctico (g)
98.9 98 4.3 66.64
Tabla 3: Tabla de los resultados experimentales.
[14]
La fermentacio´n experimental fue de 1L, con 68 g de azu´car, como se tuvo
un rendimiento del 98 % se produjeron 66.64 g de a´cido la´ctico. Cuando se
llevo´ a cabo el escalado, no se realizaron los ca´lculos con este rendimiento y
productividad porque esta disminuye con la cantidad que se produce, por lo
que se hizo una media para calcular el rendimiento, tambie´n se verifico que
suele ser la produccio´n y rendimiento de las producciones de a´cido la´ctico
con diferentes desechos agr´ıcolas en varias condiciones, tampoco se supuso
su mejor rendimiento ya que no se deseaba idealizar el proceso.
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5.2 Me´todo de purificacio´n
El me´todo de purificacio´n se basa en una destilacio´n reactiva. Se lleva a cabo
una esterificacio´n con alcohol met´ılico, et´ılico o isoprop´ılico. Esta esterifica-
cio´n tiene ventajas porque se puede partir del a´cido tal y como sale de la
produccio´n, sin necesidad de realizar un tratamiento previo. A continuacio´n,
hay que llevar a cabo una filtracio´n para eliminar restos de ce´lulas muertas y
otros so´lidos. En el caso de que se quiera usar el a´cido la´ctico como materia
prima para PLA o solvente este proceso tiene la ventaja de que despue´s de la
purificacio´n se puede usar directamente, aunque con la finalidad de este estu-
dio har´ıa falta llevar a cabo ciertas posteriores purificaciones (El rendimiento
en este caso llegar´ıa a un 90 %). En este caso, que es en batch, se lleva a cabo
un calentamiento a reflujo de la mezcla que hemos obtenido de la filtracio´n,
y a continuacio´n, la destilacio´n a presio´n atmosfe´rica del alcohol en exce-
so y, finalmente, la destilacio´n del ester en condiciones de vacio´ e hidro´lisis.
Con respecto a la columna para realizar la esterificacio´n, el alcohol puede ser
introducido a contracorriente o burbujearse. Los vapores que salen de esta
columna esta´n formados por el exceso de alcohol, a´cido la´ctico, e´ster y agua,
estos tienen que ser llevados a una columna de destilacio´n fraccionada para
recuperar el alcohol usado, y el residuo de lactato de metilo se hidroliza y se
concentra al vac´ıo. [25]
Las condiciones o´ptimas para esta esterificacio´n son que por cada mol de
a´cido la´ctico necesitamos 7 mol de alcohol met´ılico, 2 mL de a´cido sulfu´rico y
levar a cabo durante 8 horas el calentamiento a la temperatura de reflujo,80-
100◦C , tambie´n se llevo a comprobar que el alcohol met´ılico da mejores
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resultados que los otros dos alcoholes. [25] Obteniendo el a´cido la´ctico en
estado l´ıquido.
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6 Estimacio´n de costes
Para llevar a cabo la construccio´n de una planta industrial, sea del tipo que
sea, hay que tener en cuenta la viabilidad econo´mica, que es un factor impor-
tante. Para esto se realiza un balance econo´mico de los costes y beneficios.
Estos se calculan gracias al tiempo que se necesita para amortizar la inversio´n
inicial. Para ello tambie´n hacemos uso de las divisas actuales entre Europa
y Ame´rica, cuyo cambio es de 1 e= 1.11 $.
El tiempo de vida u´til de este tipo de plantas se determina en el BOE, actual-
mente esta determinada para 15 an˜os, y se supone que todo el a´cido la´ctico
es usado como materia prima para productos farmace´uticos o cosme´ticos.
6.1 Estudio de mercado
Como hemos dicho anteriormente el a´cido la´ctico esta´ en auge en el mercado,
gracias a todas la utilidades que le damos. El precio oscila alrededor de los
2-3$ en funcio´n de la pureza.[26]
Con los datos obtenidos del mercado actual se ha llevado a cabo una previsio´n
de mercado del a´cido la´ctico hasta el an˜o 2025 como podemos ver en la
Figura 11. Este aumento de la produccio´n indica una fuerte demanda, y que
cada vez crece ma´s. As´ı podemos determinar que el mercado de a´cido la´ctico
es algo so´lido en lo cual poder invertir.
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Figura 11: Estudio de mercado hasta el 2025.
[27]
6.2 Coste inicial
El coste inicial es el capital que se necesita para poner en marcha el proyecto.
En el coste inicial tenemos el coste de la maquinaria, el coste de la parcela y
el coste de la construccio´n de la fa´brica. El coste de la parcela se calcula con
la Ecuacio´n 27.
Costeparcela = Aparcela · Precio/m2 (27)
Para poder tener una superficie suficiente y poder llevar a cabo el proyecto
co´modamente, adema´s de en el futuro poder llevar a cabo una posible am-
pliacio´n, se han estimado que 8.000 m2 ser´ıa suficiente para este proyecto,
el precio general del suelo en Espan˜a por metro cuadrado es de 100e, as´ı
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nuestra parcela nos costar´ıa alrededor de 800.000e.
El precio de la construccio´n se estima en 2.700.000 e.
Para calcular los equipos se dispone de cata´logos de los cuales se obtiene
el precio del equipo. El reactor seleccionado tiene un coste de 30.000 $, se
decidio´ que la produccio´n de la planta ser´ıa la de 2 tanques, aunque este´n en
funcionamiento al mismo tiempo solo 2 de ellos se comprara´n 3, esto es porque
as´ı mientras uno de ellos esta limpia´ndose no perdemos esta produccio´n,
tambie´n porque si hay algu´n problema con uno de ellos se puede usar el
3o mientras este es arreglado o que se puede poner a trabajar los 3 si se
quiere una mayor cantidad de produccio´n. Adicionalmente, se necesita otro
reactor para llevar a cabo la esterificacio´n para producir la separacio´n y otro
para el crecimiento de E.faecalis. El coste de los 5 reactores es de 150.000
$.[22] Anteriormente se determino´ el volumen necesario de los tanques de
almacenamiento, un tanque de almacenamiento de 10 m3 para la melaza,
con un precio de 11.000 $, un tanque de almacenamiento de 3000 L para el
extracto de levadura el coste de este tanque de almacenamiento es de 2.900
$, otro tanque de almacenamiento para el NaOH de 150 L, este tanque tiene
un valor de 700$, otro de 5.5 m3 para el K2HPO4, un tanque de este taman˜o
cuesta 4.000$ y por u´ltimo, uno de sacarosa de 100 L con un coste de 500$.
[28] Se necesitan varios intercambiadores de calor, tanto para el reactor como
para la purificacio´n, se decidio´ comprar 5 de estos con un precio de 1.000 $
por cada uno de ellos.[29] Las 2 columnas de destilacio´n para llevar a cabo la
purificacio´n tiene un precio de 135.000 $ cada una. [30] Y el coste de envasado
de 10.000$ en todo el equipo.
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Equipo Precio unitario Cantidad Precio total
Reactores 30.000 $ 5 150.000 $
Tanque 10 m3 11.000 $ 1 11.000 $
Tanque 3000 L 2.900 $ 1 2.900 $
Tanque 150 L 700 $ 1 700 $
Tanque 5.500 L 4.000 $ 1 4.000 $
Tanque 100 L 500 $ 1 500 $
Intercambiador de calor 1.000 $ 5 5.000 $
Columnas de destilacio´n 135.000 $ 2 270.000 $
Maquinaria de envasado 10.000 $ 1 10.000 $
Total 455.100 $ = 401.000 e
Tabla 4: Tabla de los costes.
La automatizacio´n y los sistemas de control de los equipos se supone en un
valor del 20 % de los equipos, siendo en este caso de 80.200 e.
Si al ca´lculo de los costes de equipo le sumamos la automatizacio´n y los
sistemas de control, el precio de la construccio´n y de la parcela corresponder´ıa
con los costes iniciales, que ser´ıan de 3.981.200 e.
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6.3 Gastos anuales
6.3.1 Materias primas
Aunque al principio solo vayamos a tener dos reactores trabajando los costes
se realizan en base a los 3 ya que ser´ıa el caso en el que tenemos ma´s costes.
En este hay que tener en cuenta el coste de la melaza, este tiene un coste de
0.38e/Kg, como por batch tenemos 1.250 Kg y teniendo en cuenta que se
llevan a cabo 170 ciclos anuales por reactor esto son 637.500 Kg anuales, as´ı
tenemos un coste de 242.250 e. [31] El coste del extracto de levadura es de
375$/tonelada, si producimos 3.060.000 L de a´cido la´ctico y se usan 15 g/L,
anualmente se necesitan 45.900 Kg, se necesitan 46 toneladas que tiene un
precio de 17.250$.[32] En el caso del NaOH por batch necesitamos 9.5 L, a
170 batch y con 3 reactores serian 4.845 L los necesarios, el coste del NaOH
es de 2e/L, por lo que nos costar´ıa anualmente 9.690 e.[33] En el caso del
K2HPO4 se sabe que se usa 5 g/L, que supondr´ıan 15.300 Kg, este compuesto
tiene un precio de 600$/tonelada, obteniendo un coste anual de 9.180$. [34]
Finalmente, se tiene en cuenta que la sacarosa tiene un precio de 7$/Kg,
y usamos 7,2 Kg/batch, se producen 170 batch/reactor anuales, as´ı que se
necesitan 3.672 Kg, con un coste de 25.704 $.[35]. Tambien hay que comprar
una cepa, este ser´ıa un unico gasto de 140 e, pero si ocurriese algo con la
cepa habr´ıa que comprarla cada vez que pasase algo como una contaminacio´n,
muerte celular, etc. Por ultimo, habr´ıa que contratar una empresa de gestio´
medioambiental para los residuos, con un precio de 50.000e.
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Materia Precio unitario Cantidad Precio total
Melaza 0.38e/Kg 637.500 Kg 242.250 e
Extracto de levadura 375$/tonelada 46 toneladas 17.250 $
NaOH 10 M 2e/L 4.845 L 9.690 e
K2HPO4 600 $/tonelada 15.300 Kg 9.180$
Sacarosa 7$/Kg 3.672 Kg 25.704 $
Enterococcus faecalis 140e 1 cepa 140e
Gestio´n medioambiental 50.000e 1 50.000e
Total 349.048 e
Tabla 5: Tabla de los gastos.
6.3.2 Gastos de personal
Ya que la planta trabaja constantemente los trabajadores tienen varios tur-
nos, en horarios rotativos, y se decidio´ contratar a 2 directores de planta con
un salario anual de 80.000 eanuales, esto son 160.000 eanuales, 2 ingenieros
de planta con un sueldo anual de 60.000 e, 10 ingenieros con un salario anual
de 50.000eque ser´ıan 500.000 e, 8 personas de mantenimiento y limpieza con
un salario anual de 22.000 e, y 4 personas de administracio´n y servicio con
un salario anual de 22.000 e, que en total ser´ıan 1.036.000 e.[36][37][38]
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Personal Salario anual Cantidad Precio total
Director de planta 80.000 e 2 160.000e
Ingeniero de planta 60.000 e 2 120.000e
Ingeniero 50.000 e 10 500.000 e
Mantenimiento y limpieza 22.000 e 8 176.000 e
Administracio´n y servicio 20.000 e 4 80.000 e
Total 1.036.000 e
Tabla 6: Tabla de los costes de personal.
6.3.3 Gasto energe´tico
Para calcular el gasto energe´tico tenemos el coste de la potencia de la electri-
cidad que es de 0.14ekW/an˜o, si al an˜o se estima que se consume 2.423.008
kW tenemos un coste variable de 339.222 e. [39]
6.3.4 Otros gastos
En gastos de seguro se estima 25.000 e, en gastos de vigilancia para ca´maras,
y alarmas 10.000 ey 15.000 epara otros posibles gastos que no hayan sido
contemplados, siendo en total 50.000 e.
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6.4 Amortizacio´n
6.4.1 Beneficios
Para calcular la amortizacio´n necesitamos saber cuales son las ganancias
al vender el a´cido la´ctico. 2.040.000 L son lo que producimos anualmente, se
suponen dos precios diferentes de la venta del producto porque se supone que
no se vende solo para una finalidad. Este a´cido la´ctico en Kg es 2.099.160
Kg, suponemos que se obtiene un 80 % del producto anual, por lo que, la
cantidad que se vende al an˜o es de 1.679.328 Kg, la mitad de este a´cido,
839.664 Kg, tiene un precio de 3e/Kg, generando un beneficio de 2.518.992
e, y la otra mitad tendra´ un precio de 2e/Kg, con un beneficio de 1.679.328
e. Obteniendo un beneficio total de 4.198.320 e.[40][41]
6.4.2 Ca´lculo amortizacio´n
Al realizar el balance de amortizacio´n, y sabiendo que la amortizacio´n se
lleva a cabo para un periodo de una media de 10 an˜os segu´n el BOE para
una planta industrial. A parte de esto, tambie´n se ha pensado que el coste
inicial se consiga al hacer un prestamos al banco, por lo tanto este pre´stamo
tambie´n habr´ıa que devolverlo mes a mes, se estimo´ que tendr´ıa un intere´s
del 2.5 % y se planeo para devolver en 10 an˜os, lo que habr´ıa que devolver
son 4.976.500 e, y anualmente ser´ıan 497.650 e. [42] La amortizacio´n la
calculamos con la Ecuacio´n 28.
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Amortizacion = Beneficios−Gastos = 4.198.320
−349.048− 1.036.000− 339.222− 50.000− 497.650 = 1.926.400 (28)
As´ı se obtendr´ıan unos beneficios de 1.926.400e.
En cambio si no se hiciera el prestamos al banco y se dispusiera de ese dinero
o se hiciese por medio de inversionistas y se quisiera saber cual es en este
caso, ser´ıa con la Ecuacio´n 29.
Amortizacion = Beneficios−Gastos = 4.198.320
−349.048− 1.036.000− 339.222− 50.000 = 2.424.050 (29)
El coste inicial habr´ıa que dividirlo entre 7 an˜os, ser´ıa de 568.743ey a la
amortizacio´n habr´ıa que restarle esto para obtener los beneficios reales, ser´ıan
de 1.855.307 e.
53
7 Riesgo, seguridad y medio ambiente
Los principales riesgos de las plantas industriales son de incendios, explosio-
nes y/o fugas. Por esto hay muchas leyes y decretos que determinan como
tienen que ser o que tienen que tener. Un ejemplo son:
• Real Decreto 948/2005, de 29 de julio, en este se aprueban medidas de
control de riesgos inherentes a los accidentes graves en los que inter-
vengan sustancias peligrosas.
• Real Decreto 2267/2004, de 3 de diciembre, en el que se aprueba Re-
glamento de seguridad contra incendios en los establecimientos indus-
triales, este tambie´n determina que si es de riesgo intr´ınseco medio con
un ma´ximo de 50 trabajadores debe haber una salida de emergencia.
• Se debe instalar una va´lvula de venteo en todos los tanques de alma-
cenamiento, ya sean de proceso o no.
• El Real Decreto 109/2010, de 5 de febrero regula los almacenes far-
mace´uticos y los productos farmace´uticos.
• El Real Decreto 1087/2005, de 16 de septiembre, regula la legislacio´n
sobre los productos parafarmace´uticos.
• Segu´n el art´ıculo 32.1. Las operaciones de produccio´n se llevan a cabo
con instrucciones y procedimientos establecidos y de conforme con las
normas de correcta fabricacio´n. Con recursos adecuados y suficientes
para realizar controles en el proceso de fabricacio´n. Las desviaciones y
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los defectos se deben documentar y deben ser objeto de una investiga-
cio´n.
• Segu´n el art´ıculo 32.2. Se deben adoptar las medidas te´cnicas y/u orga-
nizativas para evitar contaminaciones cruzadas y mezclas de productos.
• En el anexo II del Reglamento (CE) n.o 1170/2009, de la Comisio´n,
de 30 de noviembre de 2009, se aplicara´n los criterios de pureza que
establece la legislacio´n para la utilizacio´n en la fabricacio´n de productos
alimenticios.
• El Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccio´n de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicio´n a agentes
biolo´gicos durante el trabajo nos dice que el microorganismo usado en
este proyecto pertenece al grupo de riesgo 2.
• En el caso de los residuos generados se tienen dos clases de vertidos:
del proceso industrial y del uso dome´stico. El del proceso industrial
tambie´n se divide en dos: del proceso de fabricacio´n y de la limpieza
del equipo. El del proceso de fabricacio´n se trata de los residuos de las
ce´lulas muertas, el residuo de la melaza del proceso de produccio´n, un
posible resto del a´cido la´ctico producido y de los compuestos an˜adidos,
estos residuos se almacenar´ıan y se llevar´ıan a un gestor medioambiental
el cual se encargar´ıa de ello, el de la limpieza del equipo ser´ıa agua
caliente que es lo que se usa en la esterilizacio´n, pero como pueden
poseer compuestos de nuestro proceso tambie´n se deben tratar con el
gestor medioambiental. En el caso de los residuos dome´sticos, son los
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realizados por la utilizacio´n de los lavabos por parte del personal de la
planta, estos residuos ser´ıan enviados directamente a una EDAR.
• De los residuos explicados se sabe que el proceso de este proyecto no
genera residuos to´xicos o perjudiciales para el medio ambiente.
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8 Conclusiones
Despue´s de haber visto todo el proyecto se puede determinar que:
• Tras la revisio´n bibliogra´fica cient´ıfica se selecciono´ el microorganismo
Enterococcusfaecalis como el ma´s adecuado para la produccio´n del
a´cido la´ctico.
• Como fuente de carbono se decidio´ emplear melazas provenientes de
la industria azucarera, porque tiene un elevado porcentaje de glucosa,
porque no hay que llevar a cabo procesos previos de preparacio´n y
tratamiento (upstream) y porque en el lugar de produccio´n es una
materia prima fa´cilmente accesible.
• Se escalo´ el proceso a un reactor de 8 m3 empleando criterios de si-
milaridad geome´trica y potencia suministrada por unidad de volumen
constante.
• Se realizaron simulaciones del proceso para el crecimiento de bioma-
sa, la generacio´n del producto y el consumo de la azu´car utilizando
programas informa´ticos tipo Matlab y Simulink.
• Tras a la revisio´n bibliogra´fica cient´ıfica se determinaron las condi-
ciones o´ptimas de trabajo; desde la composicio´n inicial del medio de
cultivo necesario para el crecimiento o´ptimo del microorganismo has-
ta los ca´lculos necesarios para el control del proceso de fermentacio´n
que incluyen concentracio´n de sustrato, temperatura y pH o´ptimos as´ı
como el control del punto final del proceso.
57
• Tras la revisio´n bibliogra´fica se describio´ el mejor me´todo de purifica-
cio´n.
• Se llevo´ a cabo la estimacio´n de costes y se determino´ una buena via-
bilidad econo´mica.
• Se comprueba que la finalidad ultima del proyecto que es producir a
partir de una economı´a circular es viable ya que partiendo del residuo
de otra empresa, la melaza, se ha obtenido un producto para la socie-
dad sin generar otro tipo de residuo peligroso desde el punto de vista
medioambiental.
• En el disen˜o del proceso se ha planteado la posibilidad de generar ese
producto segu´n la pureza requerida por el consumidor, lo que hace
tambie´n que sea versa´til.
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